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In a new procedure for the colorimetric determination of dipeptidyl 
peptidase IV (DP IV) in human and animal material, a substrate of the 
formula R-Pro-NH-NH2 (I) (where is a proteinogenic amino acid), pref 
glycyl-L-proline hydrazide or L-alanyl-L-proline hydrazide, is used 
which is specifically cleaved by DP IV at pH 7.0-10.0 to give R-Pro 
(II) and hydrazine, and the enzymatically released hydrazine is reacted 
with p-dimethylamino-benzaldehyde (III) in alcoholic HCl soln with 
simultaneous terminationm of the enzymatic reaction to give a dye which 
is then determined colorimetrically . 

USE/ADVANTAGE - Determination of DP IV (EC 3.4.14.5) in body fluids 
as a marker for Tm lymphocytes in the differential diagnosis of 
diseases with lymphocytic reaction and of immunodeficiency syndromes 
due to various causes (eg AIDS). Determination of DP IV is also of use 
in basic biotechnological research in the analysis of enzyme kinetic 
problems and of proteolytic processes involving the release of 
degradation of pharmacologically and physiologically active peptides. 
Simple, automatable procedure suitable for use in any medical 
laboratory. 
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Abstract (Basic): DD 158109 A 

New procedure for inhibiting the activity of peptide hydrolases 
which do not require a free C-terminal carboxyl group in the substrate 
and which especially contain catalytically active serine or cysteine 
residues uses as inhibitor substances N-acyloxy-carboxamides (I) . 
R-CO-NH-O-CO-Rl (I) 

(where R is an alpha-amino acid, N-protected alpha-amino acid or 
peptidyl residue such that the corresponding cpd. contg. a -CO-NH- 
instead of -CO-NH-O-CO- linkage acts as a substrate for the peptide 
hydrolase; and Rl is unsubstd. phenyl or phenyl disubstd. by, 
preferably, F, CI, Br, N02, CH3 or 0CH3) , the active inhibitor being an 
enzyme-activated intermediate of the nitrene type. 

Irreversible inhibition of peptide hydrolases such as 
dipeptidylpeptidase IV, thermitase (Thermoactinomyces vulgaris 
protease) and bovine pancreas elastase, in biochemistry, molecular 
biology, medicine, biochemical genetics, pharmacy and food technology. 
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Verfahren zur Hemun^ der katalytiseh^n AVt- l yitat von PorMdhvdrolp..n 
Anwenduni ^sgebiet der Erf iridun , <^ 

Die Erfindune betrifft eln Verfahren zur Hemmung der katalytischen 
. Aktivitat solcher Peptidhydrolasen. die wShrend ihrer Funktion koine 
C-terminal freicn Carboxylgruppen ia Substrat bonStigon und insbesondere 
katalytisch wirksane Serin- oder Cysteinroste enthalten. Solche Peptid- 
hydrolasen kSnnen unter labordiagnostischcn. medizinischen und lebens^ 
oitteltechnischen Gegebcnheiten oder bei Verfahren auf diesen Gebieten 
Bit unerwUnscht hoher Aktivitat auftreten. 

Inhibitoren von Peptidhydrolasen verden als Peinchemikalien in der 
Baochemie. Molekularbiologie, Kedizin, biochemischen Genetik, Pharnazie 
, sowie Lebensnittelwissenschaf t und -Industrie benotigt.. 

Charakteristik der bekannten technisnh^n T.»..n»^.^ 

Bisher gelingt die gezielte Heonung einiger Peptidhydrolasen insbesondere 
•durch dxe Isolierung proteinartiger Substanzen aus pflanzlichen und 
tieraschen Organisaen (Ann.Rev.Biochem, 42. 593-626 (I98O)) oder durch 
synthetisch zugangliche Substanzen. vorzugsweise aus der Klasse der 
Peptidaldebyde. der Peptidyl-halogenmethylketone, der Azapeptide uhd 
der Peptidyl-N-nitrosoanide (Methods in Enzymology, Bd. XLVI, Academic 
Press, New York I977, S.>240).. 

lllT ^'Z'-'" "^*°'"'='> v.rkc„ond,„ 

I.hlblto„ far die p«teoljUsch,« E„.,„e Tr,psi„. Ch:™ot„,sl„. PUs- 
»in «,d dl, Orupp, der Kntnojenasei »lrd inhmtorhalllges Material 
Zl "".'f '""T*'^ ""I »« auf»endlse ZentrlfugationsschrttU 

(OH T^T^^'^"' "'^'^'^ - aktiven laUMtor .ereW 

Voi den synthetisch darsteUiaren Inhibitoren ergeben'slch far Peptid- 
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aldehyde und Azapeptido, insbesondero fiir.solche, dio mohrfunktlonello 
Aminosauren enthalten, langwierige Darstellungsverfahren mit niedrigen 
Ausbeuten* 

Peptidyl-N-nitrosoamide enthalten die als mutagen .bekannte N-Nitroso- • 
amidgruppe, wodurch eine Anwendung v/eitgehend eingeschrankt wird. 

Die weiterhin beschriebenen Peptidyl-halogenmethylketone enthalten als - 

-Halocarbonylverbindungen eine fUr ITucleophile, wie sie in biolo- 
gischen Fiassigkeiten in hohen. Konzentrationen auf treten konnen, leicht 
angreifbar Halogenmethylgruppe. Die entstehenden Reaktionsprodukte be- 
Bitzen nicht nehr die typischen Inhibitoreigenschaften der Peptidyl- 
halogenaethylketone, so daB unter solchen Bedingungeri der Gehalt an! 
aktiven Inhibitor am.Wirkungsort schnell absinkt (Amer.Rev.Resp.Dis. 
121, 381-38? (1980)). • 

AuDerdem hat sich gezeigt, daC Peptidyl-halbgenoethylketona mit einer 
Oder mchreren freien Aoinofunktionen im MolekUl, deren Zielenzyne djynit 
als Aiainopeptidascn gekennzeichnet sind, zusatzlich durch Cyclisierungs- 
i^eakiionen destabilisiort werden, was ihre Verwendbarkeit weitgehend 
ausschliefit. 

Ziel der Srfindunr^ 

Ziel der Erfiridung ist ein leicht anwcndbares, unter Anwendungsbedin- 
gungen genUgend robustes Verfahren zur spezifischen Henaung der kata- 
lytischen Aktivitat solcher Peptidhydrolasen. die Wahrend ihrer Funk- 
tion keine C-terminal freien Carboxylgruppen in Substrat benotigen und 
insbesondere katalytisch wirksano Serin- oder Cysteinreste enthalten. 

Darleenng des tfesens der Srfindun p ; 

Der Erf indung liegf die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren unter Anwendung 
stabilerund synthetisch leicht darstellbarer Inhibitoren hoher Spezifi- 
tat fur eine Ahzahl von Peptidhydrolasen zur VerfUgung zu stellen 
Erfindungsgemafl erfiillt ein Verfahren unter Verwondung von Substanzen' 
der allgemeinen Formel 



R - C * -«r NH « 0 « .C « 



dlese Forderungen* 
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In der Forme 1 bodeutet R einen 0<- Aninosaure-, zun Beispiel 
NHg^^CH (CH^)- fur L-Alanin, einen K-geschiitztenOC-Aminosaure- oder 
einen Peptidylrest, dessen genaue Struktur vom Zielenzym fiir den be- 
treffenden Inhibitor abhangt^ Dieso Struktur nuB so beschaffen sein, 
daQ die betreffendc Peptidhydrolase eine Substanz.mit einer -CO-NH- . 
Gruppe anstelle des -CO-lffl(X:0-Restes in Forme 1 I als Substrat umsetzt^ 

R^steht fiir einen Phcnylrest, der in ortho-,iaeta-oder para-Stellun^ 
zur Carbonylgruppo keinen, einen oder in einer Kombination dieser 
Stellungen-zuei Substituentcn, vorzugsweise F, CI, Br, NOg, CH^; 
CH^O tragt. 

Bei der Einwirkung der waBrigon Losucg einos Stoffes der Formel I 
mit eihem solchen Rest R der von der betreffendeh Peptidhydrolase als 
Substrat erkannt vird, auf die ia biologischen Material enthaltena oder 
die isolierte Peptidhydrolase unter auBercn Bedingungen, bei denen das 
Enzym Ublicherweise seine katalytische V/irkung entfaltet, komnt es zu 
einer zeitabhangigen irreversiblen Hemmung dor Enzymaktivitat, die 
unter andcrcm von der Enzyckonzentration, der Inhibiiorkonzentration 
und der Struktur dor Reste R^und R abhangt* 

Das erfindurigsgeraaBe Yerfahrcn entfaltet dabei seine Wirkung derart, 
daB nach Bindung der Inhibitoren an das Zielenzym ein Anion, im Falle 
der Struktur I also R-COO", abgespaltoh vxrd und das verbleibendo 
hochreaktive Internediat von Typ R-COIIH'*' selbst odor nach schnellen 
Umvandlungen solchc chcaische Gruppcn im Enzyn blockiert, die fiir das 
katalytische GeschehenbedcutsEm sind. Diesen Typ dor Hemmung eine s 
Enzyms bezeichnet man als enzymaktiviorto Inhibierung* Ein uichtiger 
Vorteii des Verfahrens unter Vertrendurig von Henmstoffen *auf dieser 
Basis be steht darin, daB die chemisch hochreaktive Gruppe des Inhibi- 
tors sich erst nach der Einwirkung auf das Zielenzym herausbildet, so 
daB uiispezifische Hemmeffekte auf andere Poptidhydrolasen und chenische 
Nebenreaktionen weitgehend vermieden verden* Inhibitoren mit der Grund- 
struktur I zeichnen sicb durch eine hohe Spozifitat aus« Eine Variation 
dieser Spezif itat zur Hemmung der verschiodcnen Poptidhydrolasen mit 
katalytisch wirksaonen Serin-- oder. Cysteinresten im Molekiil gelingt in 
der Regel schon dadurch, daB zun Beispiel bei konstanten Rest R^ . 
(4--Nitrophenyl) der Rest S -der Spezif itat des Enzyms angepaBt wird« 
Die dazu hotigen synthetischen Operationen entsprechen den ublichen 
Hethoden der Peptidchemie#^ 
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Geraischo von Peptidhydrolasen lassen sich durch Genische der fUr dieso 
Hydrolasen spezifischen Inhibitoren hemmen. 

Di erfindungsgenaCen Inhibitoren konneii auch als Salze zum Beispiel 
Hydrochloride Tosylat vorliegen* • 

AusfUhrungsbeispiele 

Die Erfindung soil nachstehend an funf AusfUhrungsbelspiolen naher 
erlautert werden* , ^ 

Beispiel 1 

Die in don Belspielen 2 bis 3 vervendeten Inhibitoren verden aus den 
entsprechenden Peptidylhydroxamsauren nach folgender allgemeinen. Vor- 
schrift hergestellt* 

2,6? laMol N-geschutzte Peptidylhydroxamsaure werden in 5 ml Wasser 
unter RUhren iflit 3 mMol NaOH und 2,7 aMol 4-Nitrobenzoylchlorid, ge- 
lost in 5 inl Totrahydrofuran, bei 5^C versetzt. Man laBt noch eine 
Stunde bei Raum temper a tur stehen und giefit'die Mischung anschlieBend 
in 50 bis 100 ml Eisvasser. Der ausfallende Nicderschlag wird abgesaugt 
und Uber KOH getrocknet. Die Peptidyl-N(A*-Hitroben2oyloxo)araide werdon 
in der Regel aus Bthylacetat urakristallisiert. 

Beispiel 2 

Dipeptidylpeptidase IV wurde unter Verwendung von Ala-Pro-N-(^Nitro^ 
benzoyloxo)anid • HCl irreversibel gehemrat, 

.Die Reaktionsiosung enthielt 1,1*10*'\ol/l Inhibitor, 0,037 mol/1 
Hatriumphosphatpuffer (pH 7f6), KCl um die lonenstarke auf 0,125 ein- 
zustellen. und 0,3 pg Dipeptidylpeptidase IV« Die Reaktion vfurde durch 
Zugabe des Enzyms zur Inhibitorlbsung gestartet* und bei 30^C durchge- 
fUhrt. _ 
Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes betrug 2,7 ml* 
Im zeitlichen Abstandl von 10 Minuten wurden Proben von 0,2 ml dem 
Reaktionsansatz entnommen und in einem Testansatz die verbliebene En- 
zymaktivitat im Vergleich zu einem mitgelaufenen Blindwert ohne Inhibi- 
tor vermessen. Nach 20 Minuten war die Aktivitat der Dipeptidylpepti- 
dase auf 50^ der Aus^angsaktivitat ge sunken, nach 120 Minuten war keine 
Ehzymaktivitat mehr nachweisbar« •* 

D r Testansatz zur Bestimmuhg der Enzyoaktivitat enthielt 0,037 mol/l 
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Katriunphosphat bei pH 7,6 und 2,0 . 10"^Ala-Pro-A-nitroanilid. Dio 
Bnzymaktivitat wurde spaktralphotometrisch anhand der Sxtinktionszu- 
nahme durch freigesetztes A-Mitroanilin bei 390 nn ornittelt. Das Ge- 
samtvolumen des Tcstansatzos betrug 2,7 nl. Gemessen wurdo bei 30 C. 

Beispiel 3 

Im Huiaanurin enthaltene Dipeptidylpeptidase IV v/urde unter Verwendung 
von Ala-Pro-U-(A-Nitro«T}enzoyloxo)anid • HCl irreversibel inhibiort* 
Zu dem in Beispiel 1 angegcbenen Reaktionsansatz uurde anstello oines 
Teils der Pufferlosung 0, 5 ml Huiaanurin gegeben. Die Bnzymaktivitat in 
Abhangigkeit von der Sinwirkungszoit wurdo analog Beispiel 1 bestimnt. 
Hach 20 Hinuten Heaktionszeit betrug die restlichc Aktivitat der Dipep- 
tidylpeptidase IV noch nach 120 Hinuten war keino Aktivitat mehr 
nachweisbar. 

Beispiel ^ 

Thermitase (eine mikrobiclle Pr/>tcase aus Thcrmoactinomyccs vulgaris) 
wurde unter Vcrwenduns von BOC-Ala*^N-'('h-nitrobcnzoyloxo)aMid irrever- 
sibei inaktivicrt. • 

Die Reaktionslosung enthielt • lO'^^mol/l Inhibitor. und 0,033 nol/l 
Tris-Puffer (pH 7,5). ,Der Thermitasegohalt betrug 1, A- . 10"* mol/lj 
der Reaktionsansatz 1,5 ral wurde auf 30^C gchalten, Im zoitlichen Ab- 
stand von 2 Minuten wurden Proben von jo Ot^ entnom'en und in Test- 
ansatz auf die verbliebene Enzyinaktivitat im Vergleich zu einea mitgo- 
laufencn Blindwert ohne Inhibitor zu sat 2 vermessen. 
Nach 2 Hinuten betrug die Aktivitat der Thermitase noch ca 50f5 des 
Ausgangswertes, nach 15 KJ. nut en war koine Enzymaktivitat mehr nach- 
weisbar# ' 

Der Testansatz'zu^ B'estimn^^ der Enzymaktivitat enthielt 0,033 mol/1 
Tris-Puffer pH 7,5 (30^C) und 5,3 . 10^mol/l BOC-Ala-Ala-4-nitroani- 
lid. Die Enzymaktivitat wurdo durch einen Extinktionsansticg bei 390nm 
ermittelt. 



Beispiel 5 • ** 

Blastase aus Rind rpankreas wurdo unter Verwendung von BOC-Ala-Pro-Ala- 
lI-(A-^Nitr6benioyloxo)ajnid irr versib 1 inhibiert. Die Reaktionslosung 
nthi It 2,8 . lO'^Bol/l Inhibitor, 0,053 mol/1 Tris-Puffer (pH 8,0) 
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Der Elastasegehalt betrug 3,3\ IQ-^iaol/l, der Reaktionsansatz von 
1,5 ml wurde bei 30*^0 gehalten. Im zeitlichen Abstand von 5 bis 10 
Minuten wurden Proben von jo 0.1 ml entnoiamen und in Testansatz auf 
die verbliebene Enzyrt^ktivi-tat im Vergleich zu einem mitgelaufenen 
Blindvert ohne Inhibitorzusatz vernessen. Nach 18 Minuten betrug die 
Aktivitat der Elastase noch 5€fo des Ausgangswertes und war nach 120 
Minuten nehr nachweisbar. ' 

Per^Testansatz enthielt 0,033 mol/1 Natriumpho^phat pH 7,0 und 2,^ / 
10 mol/1 BOC-Ala-^nitrophenylestor. Die Messung der Enzyaaktivitat 
vurde. spektralphotometrisch bei 405 no anhand des freigesetzten 4- 
Nitrophenols durchgefiihrt. 
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Krf indun;:sansarucho • «*• . 

^i Verfahren 2ur Keanung der Aktlvitat von solchen Pcptidhydrolaseri, 
die vahrend ihrcr Funktion keino C-terroinal freie Carboxylcruppe 
im Substrat benotlgen und insbesondere katalytisch wirksane Serine 
Oder Cysteinreste enthalten, eokennzeiclmot dadurch, daU Substanzen 
der allgemeinen Formel I 

' R - C NH-0 - C - 

II ■ II ,v- 

0 . b , • ^ 

angewandt werden; worin R eine -Aminosaure, eine N-geschUt2ste 
«-Aminosaure oder einen Peptidylrest, dossen genauo Struktur yom 
Zielenzyn fUriden betreffenden Inhibitor abhangt, bedeuten, woboi 
die se Struktur so beschaffen ist, dafi die botreffende Peptidhydro- 
lase eine Substanz mit einer -COlffl-Gruppa anstello der -CONH-OCO- 
Gruppe in Formel I ais Substrat uasetzt und R^fur einen Phenylrest, 
der in ortho-, acta- oder para-Stellung zur Carbonylgruppe kelnen, 
einen oder in einer Konbination dicser Stellungcn zwei Substituen- 
• ten, vorzugLweiso F, Cl.Br.HOg.CH^.CH^O tragt, steht, wobei der 
aktive Heiaastoff ein onzymaktiviertes Interraediat vom Nitrentyp 
darstellt, 

-2. Verfahren zur UeuRiung von Pcptidhydrolasen gekennzeichnet durch die' 
Anwendung von I-5ittoln., die einen inhibitor gemaB deni Verfahren in 
Anspruch 1 enthalten. 



